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摘要 : 为 了 促进 亮 氨 酸 脱 氢 酶 在 Bacillus subtilis 中 高 效 表 达 ， 采 取 在 质粒 pMAS5 自 带 的 启动 子 
Prpa 之 后 分 别 添加 诱导 型 和 组 成 型 启动 子 ， 考 察 双 启动 子 对 酶 表达 的 影响 。 选 取 2 种 诱导 型 启动 子 
(Porac, Pai? 和 4 种 组 成 型 启动 子 (P43、Plaps、PHpat、PamyQ) 进行 构建 表达 ， 其 中 组 成 型 启动 子 Paaya 
与 Pupa 构成 的 双 启 动 子 效 果 最 好 ， 有 效 地 将 胞 外 活性 提高 到 31.24 U-mL-1， 是 单 启 动 子 Pupar 的 3.4 
fit. 在 以 上 最 优 双 启动 子 的 基础 上 分 别 融 合 Sec 途径 和 Tat 途径 的 4 种 信号 肽 , 但 信号 肽 与 双 启 动 子 
共同 作用 并 没有 获得 更 高 的 酶 活性 。 选 用 酶 活 最 高 的 双 启 动 子 突变 菌株 Bacillus subtilis 168/pW6 
(Puipat-Pamyg) 进行 7.5 L 发 酵 饶 补 料 发 酵 产 酶 研究 ，LeuDH 酶 活 达 到 217.96 U-mL-:， 是 摇 瓶 水 平 的 
6.97 倍 ， 对 工业 上 产 亮 氨 酸 脱氧 酶 有 一 定 参考 价值 。 
k FARKA 枯草 芽孢 杆 菌 启动 子 信号 肽 发 酵 产 酶 


TARMAN (EC 1.4.1.9，LeuDH) 是 一 类 氧化 还 原 酶 ， 该 酶 在 催化 生成 医药 中 间 
体 手 性 氨基 酸 叫 及 临床 生化 诊断 新生 儿 栅 糖 尿 病 的 第 查 P3、 支 链 脂肪 酸 及 其 酮 酸 类 似 
物 的 测定 外 等 ) 有 重要 作用 。 桂 草 芽孢 杆菌 具有 易于 培养 、 不 产 内 毒素 、 不 易 形成 包涵 
体 、 可 将 表达 产物 直接 分 泌 到 胞 外 ， 对 后 期 的 分 离 纯化 提供 便利 等 优点 ， 被 广泛 应 用 于 
外 源 蛋白 的 表达 ， 对 同属 来 源 的 异 源 蛋白 在 表达 上 具有 理论 优势 。 

实现 异 源 蛋白 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 高 效 分 泌 表 达 , 使 用 强 启动 子 以 及 选择 合适 的 信 
号 肽 是 较为 有 效 的 手段 。 启 动 子 可 准确 起 始 转 录 以 及 控制 外 源 基因 表达 的 程度 ， 运 用 最 
多 的 启动 子 类 型 为 组 成 型 和 诱导 型 两 种 。 组 成 型 启动 子 具 有 强 启动 、 不 需 添加 诱导 剂 、 
可 直接 产生 目的 蛋白 以 及 成 本 低 等 优势 ， 和 常见 的 如 Pas. Pupa, Pup PasyoPH; Y 
导 型 启动 子 可 在 特定 的 时 期 调控 异 源 蛋白 的 表达 量 ， 具 有 可 控 、 快 速 、 大 量 等 特点 ， 如 
Peacl0、Psaclll、Pxw2 等 。 目 前 ， 已 经 有 大 量 研究 表明 添加 启动 子 后 可 有 效 促进 外 源 蛋 
白 的 表达 ，Guan C 等 03] 筛 选 的 双 启 动 子 Pipan-Pgsis 表达 的 氮 肽 酶 CAP) 活性 分 别 为 单 启 
DNF Pupan 和 Pesis 的 2.3 FU 2.2 f; 周 勇 (1 通过 杂 合 串联 启动 子 P43-Pgrac 对 脂肪 酶 进行 诱 
导 表达 ,总 酶 活 提 高 至 60.97 UL1， 比 优化 前 增加 了 53.77%。 启 动 子 后 融合 合适 的 信号 
肽 ， 能 够 实现 目的 蛋白 高 效 分 泌 表 达 ， 夏 雨 05 等 筛选 到 Bpr 信号 肽 对 脂肪 酶 A 有 较 高 


* 江苏 省 产 学 研 BY2016022-40; 国家 轻 工 技术 与 工程 一 流 学 科 自 主 课题 资助 (2018-23) 
** 通讯 作者 ， 电 子 信箱 : yanghailin@jiangnan.edu.cn 


的 分 泌 效率 ， 胞 外 活性 占 该 菌株 脂肪 酶 A 总 表达 量 的 86%。 

本 研究 团队 前 期 已 通过 信号 肽 筛选 策略 提高 了 Bacillus cereus ATCC14579 来 源 的 

LeuDH 基因 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表达 活性 09。 本 实验 在 质粒 pMAS 自身 启动 子 Pipar 基 
础 上 添加 诱导 型 启动 子 Peace、Pavw 和 组 成 型 启动 子 PB3、Piaps、PHpan、PamyQ 研究 双 启 动 
子 对 亮 所 酸 脱氧 酶 在 枯草 芽孢 杆菌 中 表达 的 影响 。 之 后 ， 在 最 佳 双 启动 子 Pupan-Panyo 后 
融合 前 期 研究 中 对 LeuDH 分 泌 效 果 较 好 的 A 种 信号 肽 (AmyQ、SacB、PhoD 和 YwbN), 
第 选 适合 亮 氨 酸 脱 毛 酶 分 泌 表 达 的 启动 子 和 信号 肽 组 合 。 对 表达 LeuDH 效果 最 好 的 重 
组 菌 进行 7.5L 发 酵 缸 放大 实验 ， 探 究 发 酵 产 酶 水 平 ， 为 工业 上 实现 亮 氨 酸 脱氧 酶 的 高 
效 表达 提供 一 定 的 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 M 料 
1.1.1 AREMA WE E. coli JM109、 表 达 宿 主 B. subtilis 168. Jii pMAS. 


pMA5-leudh, pHT43 均 由 本 实验 室 保 存 ， 质 粒 pPW1 C(PupaPgrac)s pW2 (Phpar PavwM)、Pp 


W3 ( PHpar-P43 Jis pW4 ( PHpar-Plaps pW5 ( PHpar-PHpar pm pW6 ( Pupatt-Pamya Jia pW6I ( PHpar-Pa 


myo SP)、pW6II (PuparPanyo)、pW6II 《Pipa-Pamyo)、pW6IV (Pripat-Pamyo) 为 本 研究 构建 。 
11.2 主要 试剂 ”限制 性 内 切 酶 、T4 DNA 连接 酶 、rTaq DNA REAM, EAJM Low 
Marker. DNA Marker 均 购 自 大 连 宝 生物 有 限 公司 ; DNA 凝 胶 回 收 试剂 使 : Axygen; 革 
兰 氏 阳性 细菌 DNA ERNA EAR ERR: 上 海 生 工 股份 有 限 公 司 ;， 其 他 所 用 
试剂 均 购 于 国药 集团 药 业 股 份 有 限 公司 。 

1.1.3 培养 基 LB 培养 基 (g/L): BAH 1, R 5, NaCl10; TB 培养 基 (g/L): 
蛋白 肛 12， 酵 母 粉 24， 甘 油 5. KoHPO4.3H20 16.43，KH2PO42.30; 发 酵 培 养 基 (g/L): 
蛋白 肛 12， 酵 母 粉 24， 和 葡萄 糖 10, MERE EF 10, KoHPOs-3H20 16.43, KH?PO42.30, 1 
mmol-L'' MgSO4-7H20, 1 mmol-L! ZnSO4, FSA 100 ug/mL; SPI 培养 基 : SP HUA 
液 加 入 1 % 体 积 浓度 为 50% 葡 萄 糖 溶 液 ，1 % 体 积 100X CAYE 溶液 ，SPI 培养 基 : SPI 
培养 基 加 入 1 % 体 积 50 mmol/L CaCl: 溶液 ，1 % 体 积 250 mmol/L MgCb W; SP ih: 
0.2%( NH4 )2SO4, 1.4% K2HPO4，0.6% KH;?PO4, 0.02% MgSO4* 7H20， 0.1% TIERE 


4]: CAYE (100X) : 2% Casamino acid，10% 酵 母 襄 ，EGTA(100X): 10mmol/L EGTA 
溶液 (溶解 时 加 入 NaOH 调 pH 至 8.0). 


1.2 方 法 
1.2.1 重组 质粒 pW1 (PHpar-Pgrac) 的 构建 ”以 质粒 pHT43 为 模板 , 设计 引物 Pgrac-F/R， 对 


Porac 启动 子 PCR 扩 增 ， 对 扩 增 的 目的 基因 和 质粒 pMA5-leudh 分 别 使 用 Nde 1, BamH I 
双 酶 切 ， 跑 胶 回 收 片 段 用 TA DNA 连接 酶 49C 连接 过 夜 ， 将 连接 液 转 化 E. coli JM109， 
对 克隆 菌株 已 coli IM109/pW1 提 质 粒 酶 切 验证 并 由 苏州 泓 讯 生 物 有 限 公 司 进 行 测序 ， 
条 带 大 小 符合 以 及 序列 正确 的 质粒 即 为 pW1l1。 重 组 质粒 pW3 (Pupan-Ps3)、pW5 
(PHpar-PHpam、PpW6 (PHpatPamyQ) 的 构建 同上 。 主 要 区 别 在 于 pW3 和 pW6 L B. sutilis 168 
基因 组 DNA 为 模板 ，P43-F/R、PamyQ-F/R 为 引物 进行 扩 增 ; pws 以 质粒 pMA5S 为 模板 ， 
Pupai-F/R. 为 引物 进行 扩 增 。 

启动 子 Povm1、Piaps 序 列 由 苏州 鸿 讯 生 物 有 限 公 司 合成 并 连接 到 质粒 pMA5-leudh， 
得 到 重组 质粒 pW2 和 pW4。 
1.2.2 ”重组 质粒 pW6I (Pupan-Pamyo, AmyQ)、pW6I (Pupar-Panyo, SacB) , pW6III (Pupatt-Pamya, 
PhoD) 和 pW6IV (Pupar-Panyo, YWbN) 的 构建 ”在 重组 质粒 pW6 (Papar-Panyo) 的 基础 上 , 通 
WHS PCR 引入 SalI1 位 点 构建 分 泌 表 达 质 粒 pW61。 构 建 过 程 如 下 :分 别 以 B. sutilis 168 
基因 组 DNA 以 及 全 基因 合成 的 leudh 为 模板 ,使 用 引物 对 SamyQ-F1/R1 和 SamyQ-F2/R2 
克隆 AmyQ fa SAKA leudh 基因 ， 两 片段 回收 纯化 后 ， 将 其 等 比例 混合 并 作为 模板 ， 通 
过 引物 SamyQ-F1/R2， 扩 增 融 合 片 段 。 之 后 将 该 片段 通过 酶 切 位 点 BamH I Fl Mlu 1# 
接 在 质粒 pW6 上 ， 构 建 分 泌 表 达 质 粒 pWEL. 

重组 质粒 pW6I 引入 的 酶 切 位 点 Sal Y 为 其 他 信号 肽 的 加 入 提供 了 方便 。 通 过 PCR 
分 别 将 SacB、PhoD 以 及 YwbN 两 端 引入 酶 切 位 点 BamHI 和 Sal11， 之 后 将 质粒 pWOI 
以 及 扩 增 得 到 的 信号 肽 片段 同时 双 酶 切 ， 经 胶 回 收 纯化 及 T4 DNA 连接 酶 连接 后 ,构建 
得 到 相应 的 分 泌 表 达 质 粒 pWOIL, pWOIII fll pW6IV 。 
123 AE X EE ELE SURG 从 37 皆 培养 过 夜 的 种 子 液 中 取 100hL 接种 至 5 ml 
SPI 培养 基 中 ，37C 摇 床 培养 ， 当 培养 物 OD600 生长 到 对 数 末 期 时 〈 约 3 h)， 人 快速 取 
200uL 接种 到 2ml SPI 培养 基 中 ， 于 37'C100 rpm 摇 床 培养 1.5h。 加 20 uL 100xEGTA 
溶液 ， 于 37C100 rpm 摇 床 培养 10 min, H 1.5m 离心 管 分 装 成 500pL 每 管 。 向 管 中 加 
入 适量 的 质粒 ， 轻 轻 混 匀 于 37°C 100 rpm 摇 床 培养 30 min。 将 离心 管 转移 到 250 rpm 15 
床 ，37C 培 养 1.5h。 以 4000 rpm 离心 收集 菌 体 ， 弃 部 分 上 清 液 ， 留 100hL EUER, 
涂 相应 的 选择 性 平板 ，37C 过 夜 培养 。 具体 方法 参考 江南 大 学 夏 雨 博士 论文 [7 
1.2.4 ”重组 菌 培养 条 件 挑 单 菌落 于 LB 培养 基 (50 ug/mL Kan") 中 培养 过 夜 ， 次 日 按 
4% 接 种 量 转 接 至 50 mL TB 培养 基 (50 ug/mL Kan") 中 培养 。 含 诱导 型 启动 子 重组 菌 培 
养 到 OD600=0.6-0.8 时 ， 加 入 终 浓 度 为 0.8mmol 的 IPTG 进行 诱导 表达 ; 含 组 成 型 启动 
子 重组 菌 继续 进行 培养 ， 定 时 取样 。 


表 1 引物 序列 表 
Tablel List of primers 
引物 序列 


Pgrac-F GGGAATTCCATATGAGCTATTGTAACATAATCGG 


Pgrac-R CGCGGATCCTGATCCTTCCTCCTTTAATT 


P43-F GGGAATTCCATATGTGATAGGTGGTATGTTTTCGC 
P43-R CGCGGATCCGTGTACATTCCTCTCTTACCT 
Prpan-F GGGAATTCCATATGGGTGGAGATTTTTTGAGTGAT 
Papam-R CGCGGATCCTAAATCGCTCCTTTTTAGGTG 
Panyo-F GGGAATTCCATATGGGCGGCGTTCTGTTTCTG 
Panyo-R. CGCGGATCCATAAGGCAGTAAAGAGGTTTTG 


SamyQ-F1 CGCGGATCCATGATTCAAAAACGAAAGCGG 
SamyQ-R1 ATTCGAAGATCTCCAGGGTCATGTCGACTACGGCTGATGTTTTTGTAATCGGC 
SamyQ-F2 GCCGATTACAAAAACATCAGCCGTAGTCGACATGACCCTGGAGATCTCCGAAT 
SamyQ-R2 CGACGCGTTTAACGACGGCTAATGATATCGTGACCG 

SsacB-F1 CGCGGATCCATGAACATCAAAAGTTTGC 

SsacB-R1 ACGCGTCGACCGCAAACGCTTGAGTTGCGCCT 

SphoD-F1 CGCGGATCCATGGCATACGACAGTCGTTTTG 

SphoD-R1 ACGCGTCGACGGCCCCAACCGACTGGGCAATC 

SywbN-F1 CGCGGATCCATGAGCGATGAACAAAAAAAGCC 

SywbN-R1 ACGCGTCGACCGCAACGGCTGCCCCCGCCAT 


Annotation: underline represent restriction endonucleases cleavage sites 


125 ”重组 酶 活力 测定 方法 反应 体系 3 mL, Æ 20 mM ZEIT] 0.2 M 甘氨酸 
-KCI-KOH (pH 10.5) 缓冲 液 中 加 入 12.5 mM NADY W, 37°C°F ffi 5 min 后 加 入 酶 液 摇 
匀 ， 不 加 酶 液 为 对 照 ，340 nm 波长 测定 3 min 内 吸光 值 变 化 。 酶 活 定义 为 上 述 条 件 下 ， 
每 分 钟 生 成 lumol NADH 所 需 的 酶 量 为 一 个 酶 活 单位 。 重 组 酶 用 SDS-PAGE 进行 表 观 
分 子 量 估算 。 

1.2.6 SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 分 析 ”将 培养 48h 发 酵 液 ，4C 8000rpm 离心 15min， 取 发 
酵 上 清 液 30uL， 加 入 10uL 的 4XSDS 上 样 电泳 缓冲 液 ?， 沸 水 中 煮沸 10 分 钟 ， 冷 却 
离心 取 上 清 液 作为 电泳 上 样 样 品 。SDS-PAGE 凝 胶 电泳 采用 5% 的 浓缩 胶 与 12% 的 分 离 
胶 ， 电 泳 缓冲 液 为 pH 8.3 的 Tris-Gly 缓冲 液 ， 电 泳 后 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 。 

127 菌 体 生 物 量 的 测定 ” 取 不 同 培 养 时 间 的 菌 悬 液 ， 稀 释 至 适当 倍数 ， 通 过 分 光 光度 
计 测 定 ODeo 下 吸光 值 。 每 间隔 一 段 时 间 取 培养 菌 液 15 mL， 于 4°C, 8000 rmin 离心 
10 min， 弃 上 清 ， 菌 体 用 PB 缓冲 液 洗涤 两 次 ， 置 于 105°C 干燥 箱 中 ， 烘 干 至 恒 重 。 称 
量 苗 体重 量 , 计算 出 ODeoo 和 落体 干 重 之 间 的 线性 方程 , 一 个 单位 的 ODeoo 约 为 干 菌 0.41 
gb 

1.2.8 和 葡萄糖 含量 的 测定 取 1mr 发酵 液 离心 ， 对 离心 后 的 发 酵 液 稀释 ， 使 葡萄 糖 谊 
度 在 0-100 mg.100mL 2 之 间 ， 使 用 仪器 生物 传 感 分 析 仪 SBA-40C 测定 其 含量 。 仪 器 打 
开 后 自动 清洗 一 次 ， 进 样 灯 亮 并 闪烁 ， 且 屏幕 处 于 零 状态 时 ， 将 润 洗 好 的 50 uL 微量 注 
射 器 吸取 25 pL 葡萄 糖 标准 溶液 注入 进 样 口 ， 进 行 校 定 。 当 进 样 灯 处 于 亮 但 不 内 动 状态 
时 ， 吸 取 25 uL 待 测 发 酵 液 注入 进 样 口 ， 屏 幕 显示 数值 即 为 测定 结果 。 
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2 结果 与 讨论 


2.1 添加 诱导 型 启动 子 重组 质粒 pW1 (PHpall-Pgrac) 的 构建 及 表达 
2.1.1 含 诱 导 型 启动 子 重组 菌 的 构建 

选择 诱导 型 启动 子 Pgac 和 Pasa 添加 到 质粒 pMAS 自身 启动 子 Pipan 后 ， 构 建 含 双 
启动 子 PHparPeac 和 Prpan-Peiv-mi 的 重组 质粒 pW1 和 pW2, 探究 诱导 型 启动 子 的 添加 对 工 
euDH 表达 的 影响 。 诱 导 型 启动 子 构建 示意 图 如 图 1 所 示 。 

通过 PCR 方法 ， 以 质粒 pHT43 为 模板 扩 增 启动 子 Pg 片段， 如 图 2(a) 所 示 ， 扩 增 
的 启动 子 片 段 与 质粒 pMA5 通过 Nde I 和 BaumHI 酶 切 位 点 连接 ， 对 重组 质粒 进行 双 酶 
切 以 及 测序 验证 ,得 到 大 小 约 为 180 bp 和 8.6 Kb 的 Pgrac 和 质粒 片段 ( 含 目的 基因 leudh), 
结果 如 图 2 (b). 


Lacl 


| 
E——— 
“ee Pgrac BamHI 


1 诱导 型 启动 子 重组 质粒 构建 示意 图 


Fig. 1 Construction procedure of recombinant plasmid with inducible promoters 


2 启动 子 Perac 的 PCR 扩 增 (a) 及 质粒 pwl (PHpar-Pgrac) 的 双 酶 切 验 证 (b) 


Fig. 2 PCR of promoter Pgrac (a) and restriction digestion (b) 


(a) M: DNA marker; 1: PCR verification of Perac; (D) MI. M2: DNA marker; 1: pMAS-/eudh digested with 
BamH I ; 2: pW1 (PHpar-Perac) double digested with BamH I and Nde I 


启动 子 Pgvm 序列 由 苏州 泓 讯 生 物 技术 有 限 公司 合成 ， 连 接 到 质粒 pMAS-Ieudh 
上 。 对 验证 正确 的 质粒 转化 B. subtilis 168, 构建 菌 株 B. subtilis 168/pW1 (Pupan-P rac) 41 B. 


subtilis 168/pW2 (Prpar-P gi-M1) 5 


zu 


2.1.2 含 诱 导 型 启动 子 重组 菌 的 表达 

对 加 入 诱导 型 启动 子 的 菌株 B. subtilis 168/pW1 (Pupan-Pgrac) fl B. subtilis 168/p 
W2 (PaparPasvD) 进 行 生 长 曲线 和 酶 活 曲 线 测定 ， 了 解 诱导 型 启动 子 对 LeuDH 表达 的 影 
响 。 两 株 菌 生长 曲线 的 测定 以 生长 至 对 数 生长 期 加 入 诱导 剂 时 开始 记 起 ，B. subtilis 16 
8/pW1 (PHpalr-Pgrac) 培 养 到 24 h 时 ODaoo 达到 最 大 值 ， 为 8.06; B. subtilis 168/pW2 (Pup 
ar-Pg-wi). 培养 到 12 h 时 ODeoo 达 到 最 大 ， 为 9.12， 菌 体 生 长 至 对 数 期 时 间 明 显 缩短 ， 


OD600 


时 间 (h) 时 间 (h) 


可 能 是 加 入 诱导 剂 麦芽 糖 后 ， 其 作为 碳 源 加 快 了 菌 体 生 长 ， 结 果 如 图 (a) 所 示 。 


图 3 含 诱导 型 启动 子 重组 菌 生 长 曲线 (a) 及 酶 活 曲线 (b) 


Fig.3 Cell growth curves (a) and extracellular enzyme activity curves of different recombinants with 


inducible promoters (b) 


He 2 含 诱导 型 启动 子 Porac 和 Pgiv-M1 重组 菌 产 酶 比较 


Table 2 Comparison of LeuDH activity by recombinants contained inducible promoter Pg. and P giv-M1 


" 培养 时 间 BANIE ” 胞 内 活性 总 酶 活 
HAA 
(h) (U-mL") (U-mL") (U-mL") 
B. subtilis 168/pW1 (Pupan-Pgrac) 24 1.87 18.61 20.58 


B. subtilis V68/pW2. (Ppan-Pgie-Mi) 32 0.82 0.54 1.36 
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4 含 诱导 型 启动 子 重组 菌 产 LeuDH 发 酵 上 清 的 SDS-PAGE 
Fig. 4 SDS-PAGE analysis ofLeuDH extracellular activity contained inducible promoters 


M: Protein marker (Low); 1: B. subtilis 168/pMA5-leudh (Pupan) (control); 2: Culture supernatants of B. 
subtilis 168/pW2 (PuHpan-Psiv-mi); 3: B. Culture supernatants of subtilis 168/pW1 (Pupan-P grac) 


含 诱导 型 启动 子 Porac 和 Psv-Ml 重组 菌 的 酶 活 曲 线 如 图 3 (b) AT AN, Ja BUF Porac 对 
LeuDH 的 表达 效果 优 于 启动 子 PavwMi， 但 两 种 启动 子 对 LeuDH 的 调控 作用 均 未 实现 预 
期 效果 。 加 入 0.8 mmol-L! IPTG 对 重组 菌 B. subtilis 168/pW1 (PHpatrPeao) 进 行 诱 导 表 达 ， 
24 h 时 总 酶 活 为 20.58 UmL'!, Xf LeuDH 的 表达 有 一 定 作 用 ， 但 胞 外 活性 不 高 ， 仅 为 
1.87 U-mL'!; 加 入 2% 的 麦芽 糖 对 重组 菌 B. subtilis 168/pW2 (PHpar-PsvwD) 进 行 诱 导 表 达 ， 
32 h 时 测 得 活性 最 大 值 ， 但 总 酶 活 仅 有 1.36 UmL-!， 产 酶 水 平 低 ， 具 体 产 酶 情况 及 
SDS-PAGE 分 析 见 表 2 和 图 4。 


2.2 添加 组 成 型 启动 子 重组 质粒 的 构建 及 表达 


2.2.1 添加 组 成 型 启动 子 重组 质粒 的 构建 

以 B. subtilis 168 的 DNA 为 模板 ，PCR 扩 增 Pupar、P4 和 Pamyo 启动 子 片段 ， 电 泳 鉴 
定 PCR 扩 增 产物 , 如 图 5 (a) 所 示 , PCR 扩 增 片段 大 小 分 别 约 为 302 bp. 312 bp 和 367 bp, 
和 理论 大 小 相同 。 扩 增 的 启动 子 片段 和 质粒 pMA5-leudh 分 别 通过 Nde I 和 BamH1I 双 酶 
切 后 连接 ， 获 得 含 双 启 动 子 的 重组 质粒 。 对 构建 的 质粒 进行 双 酶 切 验证 ， 条 带 大 小 与 启 
动 子 片段 大 小 一 致 ， 结 果 如 图 5(b)， 随 后 进行 测序 验证 ， 基 因 序 列 正确 。 
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图 5 组 成 型 启动 子 PCR(a) 及 酶 切 验证 (b) 
Fig. $ PCR of consistant promoters (a) and restriction digestion (b) 

(a) M: marker; 1: PCR verification of PamyQ; 2: PCR verification of P43; 3: PCR verification of PHpar; (b) M: 
marker; 1: pMAS-/eudh digested with BamH I (control); 2: pW3 (Prupar-P43) double digested with BamH I 
and Nde I; 3: pW5 (Pupan-Pupar) double digested with BamH I and Nde I; 4: pW6 (Pupar-Panyo) double 

digested with BamH I and Nde I 


2.2.2” 含 组 成 型 启动 子 重组 菌 的 表达 
添加 不 同 的 局 动 子 元 件 ， 对 再 株 生长 及 产 酶 特性 都 会 产生 影响 。 在 添加 组 成 型 启动 
子 后 ， 对 重组 菌 进行 发 酵 曲 线 测定 ， 了 解 其 生长 规律 ， 结 果 如 图 6 所 示 。 


a (b) 
( ^u 一 自 一 PHpaIL-P43 35 —a— PHpall-P43 
—— PHpall- PHpall —e— PHpall- PHpaI x T 
—A— PHpall-Piap: p 30 4—-— PHpar-Pisp: J T 
10 一 9 一 PHpaIL-PamyQ pE —v— PHpall-PamyQ KE. 
E 25 
e = 20 
s s 
15 
© E 
= 
3 10 
o 
d 5 


时 间 (h) 时 间 (h) 


6 含 组 成 型 启动 子 重组 菌 生长 曲线 (a) 和 相应 酶 活 测定 (b) 


Fig. 6 Cell growth curves (a) and extracellular enzyme activity curves of different recombinants with 


constitutive promoters (b) 


从 图 6 (a) RFEUE HY, & Pas. Piapss Pupan 和 Panya 启动 子 的 重组 菌 均 培养 到 24 h 时 
ODeoo 达到 最 大 ， 分 别 为 7.32，7.5，8.75 和 9.69, t ZA B. subtilis 168/pMA5-leudh 
在 培养 到 24 h 时 菌 体 浓度 为 11.47 相 比 ， 添 加 启动 子 后 各 重组 菌 生长 受到 一 定 限 制 ， 尤 
其 是 Ps 和 Plaps 启动 子 , 可 能 是 Pas 和 Plaps 均 由 两 个 启动 子 组 成 , 对 重组 菌 生长 产生 胁迫 ， 
导致 菌 体 浓度 下 降 。 

在 不 同时 间 段 对 各 菌株 产 LeuDH 进行 活性 测定 ， 如 图 6 (b) 所 示 。 添 加 的 4 种 启动 
子 产 酶 水 平 差异 较 大 ， 启 动 子 Panyo 的 效果 最 优 ，48 h 时 胞 外 活性 为 31.24 U-mL', ze Ji 
始 重组 菌 的 3.45 fii; 其 他 三 种 启动 子 Pas. Pips 和 Papa; X} LeuDH 的 调控 效果 不 佳 ， 对 
应 的 胞 外 活性 仅 为 0.99 U:mL、0.32 U:mL1 和 0.80 U.mL-!。 杨 明明 等 四 筛选 的 强 启动 子 
Pup. 对 酶 的 表达 强度 比 Pas 提高 了 14 倍 ， 但 该 启动 子 对 增强 LeuDH 的 表达 作用 不 明显 。 
各 重组 菌 具 体 产 酶 情况 见 表 3 。 


表 3 添加 不 同 组 成 型 型 启动 子 重 组 菌 产 酶 的 比较 


Table 3 Comparison of LeuDH activity by recombinants contained different constitutive promoters 


» 培养 时 间 胞 外 活性 胞 内 活性 总 酶 活 
重组 菌 
Ch) (U-mL") (U-mL^) (U-mL" ) 
B. subtilis 168/pW3(Pupau-P43) 48 0.99 2.52 3.51 
B. subtilis 168/pWA4(Pupan-P taps) 48 0.32 3.69 4.01 
B. subtilis 168/pW5(Pnpan-Pnpan ) 48 0.80 1.11 1.91 
B. subtilis 168/pW6(Pupat-PamyQ) 48 31.24 36.89 68.31 


kDa M 1 2 3 4 5 


66.4— =» 
443. MEN 
— + 
29.0— = 
20.1— - 


图 7 含 组 成 型 启动 子 重组 菌 产 LeuDH AB E38 SDS-PAGE 


Fig. 7 SDS-PAGE analysis of LeuDH extracellular activity contained consistive promoters 


M: Protein marker (Low); 1: culture supernatants of B. subtilis 168/pMA5-leudh (Pupan) (control); 2: 
culture supernatants of B. subtilis 168/pW3 (Pupan-Pa3); 3: culture supernatants of B. subtilis 168/pW4 
(Pupar-Piaps); 4: culture supernatants of B. subtilis 168/pW5 (Pupan-Pupai); 5: culture supernatants of B. 


subtilis 168/pW6 (Prpar-PamyQ) 


选择 的 4 种 启动 子 PHpar、Plaps、P43 和 Pamyo 中 ， 前 三 种 对 LeuDH 的 表达 量 抑制 明 
显 ， 胞 外 活性 很 低 ， 几 乎 不 产 酶 ， 可 能 是 添加 的 启动 子 SD 序列 和 起 始 密码 子 之 间 的 间 
隔 区 长 度 不 合适 ， 影 响 了 启动 子 的 转录 起 始 ;或 者 是 由 于 启动 子 添加 后 ， 对 菌 体 生长 以 
及 菌 体内 一 些 代谢 机 制造 成 干扰 , 影响 后 续 和 蛋白 翻译 ; 此 外 , 也 可 能 是 蛋白 翻译 完成 后 ， 


不 能 正 而 


外 折合， 导致 形成 了 不 完整 的 蛋白 。 启 动 子 Panyo 在 LeuDH 表达 上 作用 明显 , E 


要 是 Pamyg 提高 了 mRNA 的 转录 强度 08, 增加 了 mRNA ACK, 使 LeuDH 得 到 高 效 表 达 。 


对 添加 了 启动 子 的 重组 菌 的 发 酵 上 清 液 进行 SDS-PAGE 检测 ， 结 果 如 图 7 所 示 。4 vil 
对 应 菌株 B. subtilis 168/pW6 (PHparPanyo) 的 条 带 明 显 粗 于 其 他 几 个 泳 道 ， 表 明 启 动 子 


PamyQ 对 


2.3 双 


LeuDH 表达 优 于 其 他 三 种 启动 子 ， 促 进 效 果 最 明显 。 


启动 子 融合 信号 肽 对 重组 酶 表达 的 影响 


2.3.1 重组 质粒 pW6I, pW6II, pW6III, pW6IV 的 构建 与 鉴定 

含 双 启动 子 PHparPanya 的 重组 菌 有 效 提 高 了 LeuDH 酶 活 ， 但 胞 内 蛋白 含量 较 多 ， 
为 更 好 的 研究 启动 子 与 信号 肽 对 LeuDH 分 泌 表 达 的 影响 ， 在 最 佳 双 启 动 子 Pupan-Panyo 
后 融合 2.2 中 分 泌 效 果 较 好 的 4 种 信号 肽 AmyQ. SacB. PhoD 和 YwbN, HEN Bi 
ft LeuDH 分 泌 表 达 的 最 佳 组 合 ， 将 胞 内 蛋白 引导 到 胞 外 ， 提 高 胞 外 表达 量 。 构 建 含 双 
启动 子 和 信和 号 肽 的 分 泌 表 达 质 粒 pW6I (Pipat-Pamyo, AmyQ)， 如 图 8 所 示 。 


SamyQ 
BamHI Sal I 


MluI 


SamyQ+/eudh 


BamH I SalI MluI 


图 8 重组 质粒 pW6I (Papan-Pamya,AmyQ) 构 建 示意 图 
Fig. 8 Construction procedure of recombinant plasmid pW6I (Pupan-Panyo, AmyQ) 


扩 增 获得 的 AmyQ 和 目的 基因 Leudh 大 小 分 别 约 为 96 bp 和 1119 bp, 融合 片段 大 小 
约 为 1215 bp, 与 理论 值 相符 , 如 图 9 (a)。 融 合 的 片段 经 胶 回 收 , 与 质粒 pW6 (Pupar-Panyo) 
同时 双 酶 切 构 建 重组 质粒 pW6I (Phpar-Panyao, AmyQ)， 之 后 转化 克隆 宿主 E. coli JM109， 

提 质 粒 酶 切 验证 ， 验 证 结果 如 图 9 (b)。 由 于 信号 肽 AmyQ 的 片段 较 短 ， 选 用 BamH 
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I 和 Sa/I 位 点 进行 酶 切 不 易 观察 到 条 带 ， 因 此 选择 将 信号 肽 与 目的 基因 作为 整体 进行 酶 
切 验证 。 


a b 
oo Ml 1 2 3 M bp op M 1 2 


9 基因 融合 PCR (a) 和 质粒 pwol (Pupatt-Pamya, AmyQ) 双 酶 切 验证 


Ze 


b) 


Fig. 9 Gene overlap PCR (a) and restriction digestion of plasmids pW6I (PHpar-Panyao, AmyQ) (b) 
(a) M1, M2: marker; 1: PCR verification of AmyQ; 2: PCR verification of leudh; 3: PCR verification of 
AmyQ-leudh; (b) M:marker; 1: pW6I (Pupar-Panyo, AmyQ) double digested with BamH I and Sal I; 2: pW6 
(Pupati-Pamyg) double digested with BamH I and Sal I (control) 


质粒 pW6II (Pupar-Panyo, SacB) 、pW6II (Prpati-Pamyo, PhoD) fll pW6IV (Pupatt-Pamya, 
YwbN) 的 构建 ， 只 需 在 信号 肽 的 N 端 和 C 端 分 别 引入 酶 切 位 点 BamHI 和 Sal 1, 通过 酶 
切 位 点 将 SacB.PhoD 和 YwbN 信号 肽 与 质粒 PW6I (PaparrPanya,AmyQ) 上 的 AmyQ 信和 号 
肽 进行 蔡 换 ， 完 成 重组 质粒 的 构建 。 对 各 重组 质粒 进行 双 酶 切 验证 ， 结 果 如 图 10 所 示 。 


10 双 启 动 子 融合 信号 肽 重组 质粒 双 酶 切 验证 
Fig.10 Restriction digestion of recombinant plasmids with double promoters and signal peptides 
M: marker; 1: pMA5-/eudh double digested with BamH I and Sal I (control); 2: pM6III (Pupau-Panyo, PhoD) 
double digested with BamH I and Sal I; 3: pW6II (Pupau-Panyo, SacB) double digested with BamH I and Sal 


I; 4: pW6IV (Pupati-Pamyg, YwbN) double digested with BamH I and Sal I 


2.3.2 ”最 佳 双 启动 子 Pupan-Panyo 与 信号 肽 的 融合 表达 

对 加 入 启动 子 和 信和 号 肽 的 重组 菌 进 行 生 长 曲线 和 发 酵 产 酶 曲线 的 测定 。 测 定 结果 表 
明 ， 重 组 菌 B. subtilis 168/pW6I (Pipar-Pamyo, AmyQ), B. subtilis 168/pW6II. (PHpan-Pam 
yo，SacB) 和 B. subtilis 168/pW6IV (Pnpau-Panyo, YwbN)J33TE 24 h 时 ODeo 最 大 , 分 别 为 
7.54, 7.83 和 11.07; 重组 菌 B. subtilis 168/pW6III (PHpar-Panyo，PhoD) 在 36 h 时 ODeoo 
最 大 ， 为 8.87， 该 重组 菌 生 长 至 对 数 期 所 用 的 时 间 比 其 他 菌株 长 ， 可 能 是 由 于 信号 肽 了 
hoD 片段 大 小 〈 约 为 153 bp) 比 一 般 的 信号 肽 要 长 很 多 ， 对 菌 体 生长 产生 压力 ， 延 缓 了 
生长 。 

重组 菌 不 同时 间 段 胞 外 酶 活 曲 线 的 测定 结果 如 图 11 所 示 ， 菌 体 浓度 最 大 时 与 产 酶 
最 高 点 不 在 同一 时 间 点 ， 在 培养 后 期 酶 活 有 明显 的 增加 。 重 组 菌 B. subtilis 168/pW6IV 
(PaparrPanyao, YWbN) 增 幅 最 大 且 活 性 最 高 , 在 48 h 达到 21.76 U-mL!, 之 后 酶 活 增加 趋势 
不 明显 ; B. subtilis 168/pW6III (Pupan-Pamyo, PhoD) 产 酶 量 有 所 下 降 ， 活 性 为 6.49 U-mL!; 
B. subtilis 168/pW6I (PHpatrPanyao, AMyQ), B. subtilis 168/pW6I (PHpar-Panyo, SacB) 则 产 酶 
水 平 很 低 ， 活 性 分 别 为 0.44 UmL1 和 1.69 U-mL-!， 具 体 活性 见 表 4 所 示 。 
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图 11 含 双 启动 和 信号 肽 重组 菌 生长 曲线 (和 相应 酶 活 测定 (b) 


Fig. 11 Cell growth curves (a) and extracellular enzyme activity curves of different recombinants with dual 


promoter and signal peptides (b) 


44 SHARIA LeuDH 酶 活 数 据 
Table 3.3 LeuDH activity of B. subtilis168/pW6 with different signal peptides 


| 胞 外 酶 活 胞 内 酶 活 总 酶 活 
重组 菌 
(U-mL") (U-mL") (U-mL") 
B. subtilis168/pW61 (Prpa-Pamyo, AmyQ) 0.44 0.65 1.09 
B. subtilis168/pW6II (Prpar-Pamyo, SacB) 1.69 3.47 5.16 
B. subtilis I68/pW6III. (Pupat-PamyQ, PhoD) 6.49 18.09 24.58 


B. subtilis\68/pW61V (Pupar-Pamyo, YwbN) 21.76 31.60 53.36 


从 测定 的 酶 活 结果 可 以 看 出 ， 双 启动 子 PHpatrrPanya 后 融合 信号 肽 YwbN 对 LeuDH 
的 表达 效果 最 好 ， 最 高 活性 为 21.76 U-mL*!; 融合 信号 肽 AmyQ 和 SacB 后 ， 对 酶 的 表 
达 造 成 影响 ， 胞 外 活性 和 总 酶 活 都 很 低 ， 不 利于 产 酶 ; 加 入 的 PhoD 信号 肽 ， 酶 活 较 前 
两 者 有 所 提高 ， 但 与 之 前 研究 中 的 重组 菌 B. subtilis 168/pWO07 (Pupan, PhoD)09 的 产 酶 水 


平 相 比 ， 胞 外 活性 以 及 分 泌 效 率 都 有 所 下 降 ， 可 能 是 加 入 的 新 启动 子 与 信号 肽 匹配 上 发 
生 改 变 导致 的 。 


分 泌 效 果 最 优 的 菌株 B. subtilis 168/pW6IV (Pupan-Panyo, YwbN)-5 fX. & MW JA BF 
Pupatt-Pamyg 的 B. subtilis 168/pW6 菌株 相 比 ， 酶 活 降低 ， 推 测 的 主要 原因 是 信号 肽 的 加 入 
使 启动 子 中 SD 序列 与 目的 基因 之 间 碱 基 间 隔 发 生变 化 ,造成 双 启 动 子 对 LeuDH 的 启动 
强度 下 降 ; 与 在 质粒 pMAS 自身 启动 子 后 直接 加 信和 号 肽 YwbNH9 相 比 ， 胞 外 活性 以 及 分 
泌 效 率 都 明显 提高 ， 产 生 这 种 现象 可 能 是 启动 子 Pamyo 的 加 入 强化 了 转录 起 始 以 及 双 启 
动 子 Pupan-Pamyg 与 信号 肽 YwbN 在 匹配 度 上 更 加 契合 的 原因 。 


2.4 7.5 LHE LeuDH 研究 

将 产 酶 活性 最 好 的 重组 菌 B. subtilis 168/pW6 于 7.5 L AREE PEAT ASE, 探究 
菌株 生长 和 产 酶 状况 。 种 子 液 活 化 后 ， 按 照 4% 的 接种 量 转 接 至 含有 3 L 发 酵 培养 基 的 
发 酵 铅 中 ， 设 定 空气 流速 为 3Lmin1， 溶 氧 通过 限定 搅拌 转速 在 400-600 rmin1 间 维 持 
在 30% 左 右 ; pH 7.0. Hi 50% H3PO4 和 30% NH4-HoO 调控 ; 温度 设 定 37*C。 在 发 酵 进 
程 中 采用 不 补 料 和 持续 流 加 补 料 策略 (发 酵 约 12 hp， 葡 萄 糖 将 要 耗 尽 完全 ， 开 始 流 加 补 
料 ， 补 料 速 率 约 为 2 g Lih 葡萄糖 )， 考 察 补 料 对 发 酵 产 LeuDH 的 效果 。 
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图 12 未 补 料 (a) 和 补 料 (b) 对 重组 菌 发 酵 产 酶 影响 


Fig. 12 Effect ofno feeding (a) and feeding (b) on enzyme production by recombinant 


从 图 12 (a) 可 以 看 出 ，16h 时 和 葡萄糖 消耗 完全 ， 菌 体 量 为 4.58 (F E)L!, 60h 时 ， 
胞 外 活性 为 40.90 U:mL-:1， 与 摇 瓶 发 酵 水 平 相 当 ， 存 在 小 幅度 下 降 。 在 未 进行 补 料 的 条 
件 下 ， 重 组 菌 在 发 酵 后 期 营养 物质 供应 不 及 时 ， 影 响 了 重组 苗 的 生长 ， 导 致 菌 体 量 及 产 
酶 受到 影响 。 

对 重组 菌 进 行 流 加 补 料 ， 结 果 如 图 12 (b) 所 示 ， 菌 株 菌 体 量 和 LeuDH 活性 均 有 明 
MEALS IN, DRE HEA BI 33.29 gL, ÆRET 7.27 f; 60 h 时 LeuDH 总 酶 活 达 
到 最 大 值 ， 为 664.76 UmL-:， 其 中 胞 内 活性 达到 446.80 U-mL, ll^ iS TE7J 217.96 U 
.mL-1， 是 摇 瓶 产 LeuDH 水 平 的 6.97 fà. 


来 源 于 B. cereus 的 亮 氨 酸 脱氧 酶 基因 已 经 在 B. subtilis 168 中 表达 成 功 , 并 通过 变 
换 信号 肽 提高 了 酶 活 09， 本 文 在 此 基础 上 尝试 双 启 动 子 和 信和 号 肽 添加 策略 进一步 提高 工 
euDH 的 表达 ， 并 进行 7.5 L 发 酵 饶 的 发 酵 小 试 初探 。 

在 启动 子 PHpar 后 分 别 添加 6 种 不 同 的 启动 子 〈 诱 导 型 启动 子 Pgao、Pgvv 和 组 成 型 
启动 子 P3、Plaps、PHpar、Panyo)， 与 组 成 型 启动 子 Pamyo 形成 的 双 启 动 子 强化 作用 最 明显 ， 
胞 外 活性 为 31.24 UmIL:， 是 添加 启动 子 前 的 3.4 倍 ; 诱导 型 启动 子 Pgrae、Pgwvm1 分 别 用 
0.8 mmol:L-! IPTG、2% 的 麦芽 糖 诱导 24 h 和 32 h, 活性 仅 为 1.87 U-mL1 和 0.82 Um 
L-1， 不 利于 表达 。 在 效果 最 好 的 Pipar-Pamyo 启动 子 基础 上 ， 选 择 添加 AmyQ、SacB、P 
hoD、YwbN 四 种 信号 肽 ， 其 中 YwbN 信和 号 肽 对 酶 的 表达 有 一 定 作 用 ， 但 融合 的 4 种 信 
号 肽 均 没 有 进一步 提高 LeuDH 的 活性 。 

选用 产 酶 效果 最 好 的 菌株 B. subtilis 168/pW6 于 7.5 工 发 酵 饶 进行 发 酵 产 酶 研究 ， 
流 加 补 料 葡萄 糖 后 ， 获 得 产 酶 水 平 达到 217.96 U:mL-1， 为 摇 瓶 水 平 的 6.97 倍 ， 可 为 工 
业 上 高 产 亮 氨 酸 脱氧 酶 提供 参考 。 
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To promote the expression of leucine dehydrogenase in Bacillus 


subtilis via dual-promoter and fermentation research* 


ZHANG Ling, WANG Nan, JIN Lv-hua, LIN Rong, YANG Hai-lin 
(Key laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi 214122, China) 


Abstract: In order to promote the efficient expression of leucine dehydrogenase in Bacillus subtilis, the 
inducible and constitutive promoters were inserted downstream of Pupan, which is the native promoter of 
plasmid pMAS, to investigate the effect on LeuDH by dual-promoter. Two inducible promoters (Perac, 
Pgi-M1) and four constitutive promoters (P43, Plaps, Pupan, PamyQ) were selected for expression of LeuDH. The 
dual promoter was consisted in the constitutive promoter Paso and Pupan had the best performance, 
reaching 31.24 U-mL", which was 3.4 times higher than that of the single promoter Prpar. Four The signal 
peptides of Sec pathway and Tat pathway were fused to behind the best dual-promoter Pupar-Pauyo, 
respectively. However, this combination did not gave higher enzyme activity. The strain B. subtlis 168/pW6 
with the best activity of producing leucine dehydrogenase were analyzed in 7.5 L fermenter. The enzyme 
activity reached 217.96 U-mL", which was 6.97 times higher than the shake flask level. The results for 
industrial production of leucine dehydrogenase has a certain reference value. 

Key words Leucine dehydrogenase Bacillus subtilis ^ Dual-promoter signal peptide fermentation 


enzyme production 


